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 خلاصه
ه هر علتی تنها با کاهش موقت درد مفاصل همراه است. با فراهم آمدن امكان تمایز سلولهای بنیادی از منابع مختلف به بافت های درمان آسیب های غضروفی ب سابقه و هدف:
با سلول  CEH-PG-β-HCدر این مطالعه، پتانسیل کندروژنیک اسكافولد  غضروفی سیستم اسكلتی امیدوار بود.های بافتبالغ، می توان به ترمیم و درمان اسیب های وارده به 
 های بنیادی مشتق از بافت چربی ارزیابی شد.
بیماری که تحت عمل جراحی درمان فتق اینگوینال قرار گرفتند جدا شد. تعداد 15سلولهای بنیادی از بافت چربی زیر جلدی ناحیه شكم  مقطعی در این مطالعه :هاوشرمواد و 
سمیت داربست بر برای ارزیابی  TTMکشت داده شدند. تست  داربست کیتوسانبر روی بصورت سه بعدی کف پلیت و بر  تک بعدیروز بصورت  53سلول برای مدت  6-7× 151
بوسیله  3بررسی گردید. جهت تایید تشكیل غضروف، بیان کلاژن نوع در دو نوع کشت آمیزی تولوئیدن بلو انجام شد. تكثیر و تمایز سلول ها پس از رنگ سلول میزان زنده ماندن
 منوهیستوشیمی ارزیابی شد.ای
تایید کننده عدم سمیت داربست برای کشت سلول بر روی داربست در مقایسه با کنترل کشت داده شده  برای سلول های 1/3 بزرگتر از DOمتوسط  TTMتست در یافته ها: 
-در مقایسه با کشت تک وب گلیكوزآمینوگلیكان را در ماتریكس خارج سلولیرسبیشتری از سلول ها بر روی داربست میزان کندروژنیک تمایز  .)>p1/11( های بنیادی می باشد
ایمنوهیستوشیمی های در یافته تر مورفولوژی متفاوتری نسبت به کشت تک لایه داشتند. با هسته بازوفیل و ها کرویدر گروه کشت سه بعدی، سلول.همچنین داد نشان لایه
 لایه دیده شد.در کشت سه بعدی در مقایسه با کشت تککندروژنز به عنوان مارکر  3افزایش سنتز کلاژن نوع 
 بافتتمایز آنها به  محیط مناسبتری را برای رشد سلولهای بنیادی مزانشیمی و لخلبا ساختار متخ CEH-PG-β-HCداربست هیدروژلی نتایج مطالعه نشان داد که  یری:گنتیجه
 .غضروفی فراهم می کند
 .ز، بافت چربی، سلول بنیادی مزانشیمی، کیتوسان، داربستکندروژن :های کلیدیواژه 
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 مقدمه 
درمان آسیب های غضروفی با علت تروما، زمینه ژنتیكی، یا با شرایط 
متابولیكی اغلب تهاجمی بوده و تنها با کاهش موقت درد مفاصل همراه است. با 
از  فت های بالغ،فراهم آمدن امكان تمایز سلول های بنیادی از منابع مختلف به با
جمله غضروف، سلول درمانی، چشم انداز امیدوار کننده ای برای ترمیم و درمان 
. )5و3(آسیب های وارده به بخشهای غضروفی سیستم اسكلتی ایجاد کرده است 
) به جای سلول های کندروسیت CSMسلول های بنیادی مزانشیمی ( استفاده از
 در مهندسی بافت غضروفی، به عنوان یک منبع جایگزین سلولی مورد توجه 
باشد، چرا که می توان آنها را با عوارض کمترنسبت به سلولهای غضروفی از می
 . همچنین تكثیر و انبوه سازی و نگهداری سلولهای )9و4(یک بیمار برداشت کرد 
 
مراتب ساده تر و مقرون به ه بنیادی برای استفاده در روشهای مهندسی بافت ب
 به. سلول بنیادی مشتق از بافت چربی انسانی توانایی تمایز )1و6(صرفه تر است 
. )7(انواع رده های سلولی، مشابه سلول بنیادی مزانشیمی مغز استخوانی را دارد 
نقش  sCSMاگر چه محرکهای شیمیایی پیدا شدند که در القاء تمایز غضروفی 
 oviv nIدارند اما تولید سلول تمایز یافته ای که بتواند با انتقال به محیط 
در مهندسی بافت جهت پیوند  .)3(عملكردش حفظ شود هنوز جای بحث می باشد 
طبیعی و ساختگی کشت می دهند. داربستهای های داربستسلول، آنها را بر روی 
ها هیدروژل مورد ارزیابی قرار گرفتند. ortivniو  ovivniزیادی در محیط 
نوعی از مواد بیومتریال هستند که با توجه به محتوای آب بالا، خواص 
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اکسیژن و زیست سازگاری بسیار عالی به بافت  الاستیسیتی، نرمی، نفوذ پذیری
های بر پایه هیدروژل در میان بیومتریال. )9(نرم شباهت بسیار زیادی دارند 
طبیعی، نمک کیتوزان به عنوان بیومتریال امیدوار کننده در مهندسی بافت ارائه 
کیتوزان، یک آمینو پلی ساکارید طبیعی است که براحتی در  )15و55(شده است 
طبیعی می باشد  GAGطبیعت تخریب شده و پیش ساز گلیكوزآمینوگلیكان 
کیتوزان، به عنوان یک داربست هیدروژلی می تواند با ایجاد ریز محیط سه . )35(
بعدی بیولوژیكی و بیوشیمیایی نقش مناسبی در رشد سلول، تمایز و افزایش 
گلیسرول فسفات هیدروکسی -کیتوسان بتا .)95-15(چسبندگی سلول داشته باشد 
 lyhteyxordyh-etahpsohp lorecylg ateb-nasotihcاتیل سلولز 
های کیتوسانی است که داربستیكی از   )CEH-PG-β-HC( esolullec
در بافت کبدی اثر زیست تخریب پذیری و زیست سازگاری آن مورد ارزیابی قرار 
. همچنین یک انتخاب مناسب به عنوان داربست قابل تزریق )65(گرفته است 
. ارزیابی توانایی این هیدروژل برای )hsilbup ton(ی بافت عصبی می باشد برا
پشتیبانی مناسب تمایز غضروفی سلول های بنیادی کمتر مورد مطالعه قرار گرفته 
هیدروکسی اتیل سلولز  -گلیسرول فسفات -در این تحقیق کیتوسان بتا .)75(است
کشت سه بعدی سلول های بنیادی به عنوان یک پشتیبان داربستی برای 
مزانشیمی استخراج شده از بافت چربی انسانی و تاثیر آن بر پتانسیل کندروژنیک 
  بررسی قرار گرفت. این سلولها مورد ارزیابی و
 
 
 مواد و روش ها
 1115پودر کیتوزان  با وزن مولكولی  ماده سازی هیدروژل بر پایه کیتوزان:آ
کیلودالتون بوسیله اتوکلاو استریل شد و برای دو ساعت در معرض هوا خشک 
با  )M1/5(میلی لیتر از هیدروکلریک اسید 9گرم از پودر در  1/133شد. 
سفات گلیسرول ف -گرم از بتا 3/13حل شد. از سویی دیگر،  gnikahs
 1/3میلی لیتر از آب مقطر حل و با استفاده از فیلتر  9/1در ) PG-β( )amgiS(
میكرون استریل شد. هر دو محصول برای جلوگیری از ژله ای شدن برای مدت 
سرد به صورت قطره  PG-βدقیقه بر روی یخ سرد شدند. سپس محلول  15
یک محلول روشن  تاگردید قطره به محلول کیتوزان با هم زدن مداوم اضافه 
در ) amgiS)(CEH( گرم از هیدروکسی اتیل سلولز 1/135د. سپس وتشكیل ش
 PG-β-HCحل شده و به محلول  MEMDمیلی لیتر از محیط کشت  15
 درجه تهیه شد. 4ها در دمای اضافه گردید. تمام محلول
های چربی از نمونه مقطعیدر این مطالعه  های بنیادی:جداسازی و کشت سلول
سال که برای جراحی فتق مراجعه کرده بودند  13-19بیمار 15احیه اینگوینال ن
العمل کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشكی مازندران و با رضایت مطابق دستور
آگاهانه از بیماران بستری در بیمارستان امام خمینی ساری تهیه شد. سپس نمونه 
تیک به آزمایشگاه کشت با آنتی بیو SBPچربی در داخل لوله فالكون حاوی 
سلول بخش آناتومی منتقل شد. برای جداسازی سلول بنیادی مشتق از بافت 
 . )35(چربی از روش هضم آنزیمی استفاده شد 
سازی خون و بافت و پاک SBPنمونه چربی پس از سه بار شستشو در بافر 
نزیمی با آنزیم اضافی، به قطعات چند میلیمتری تقسیم گردید. جهت هضم آ
درصد انكوبه  1 ،2OCدرجه سانتیگراد و  79) در دمای amgis( Iکلاژناز نوع 
درصد  15، SBF) حاوی aedI oiB( MEMDشد. سپس آنزیم بوسیله 
خنثی شد. سوسپانسیون سلولی سانتریفیوژ شده و مایع رویی تخلیه گردید. به 
-پنیدرصد و  15) ocbiG( SBFحاوی  MEMDپلاک سلولی محیط 
درصد اضافه شده و سپس سوسپانسیون  5) ocbiGاسترپتومایسین ( -سیلین
های پاساژ سوم یا منتقل شد. از سلول )T-52(سلولی به فلاسک کشت سلول 
  چهارم برای تمایز کندروژنیک استفاده شد.
بنیادی و برای شناسایی مارکر  هایبه منظور تایید وجود سلول فلوسیتومتری:
ها فلوسیتومتری انجام شد. برای این منظور دو مارکر سطحی لسطحی این سلو
و   09DCو 501DCهای بنیادی مزانشیمی استرومایی شامل اختصاصی سلول
و  13DCهای بنیادی مزانشیمی هماتوپوئیتیک شاملدو مارکر اختصاصی سلول
بعد از شمارش توسط  4های پاساژ از سلول. )95(بررسی شدند  54DC
شد.  کنترل و آزمایش منتقل سلول به هر لوله فالكون 3×151هموسایتومتر، حدود 
سانتریفیوژ شدند و پس از دور ریختن  1113 mprدقیقه با دور  1سپس به مدت 
دقیقه روی یخ  19حل شد و به مدت  %9 ASBمایع رویی، رسوب سلولی در 
 54DC ,13DC هایهای تست، آنتی بادیس به لولهانكوبه شد. سپ
) اضافه شد. به لوله EPکونژوگه شده با فیكواریترین ( 501DC و09DC,
اضافه شد.  EPکونژوگه شده با  1GgIکنترل منفی نیز ایزوتیپ آنتی بادی علیه 
ها به مدت یک ساعت در دمای اتاق و در تاریكی انكوبه شدند. سپس نمونه
سانتریفیوژ  1113 mprدقیقه با دور  1اضافه گردید و به مدت  هابه آن SBP
حل  SBPبافر  3 ccدار شده در های سلولی نشانشدند. مایع رویی تخلیه و توده
 و توسط دستگاه فلوسیتومتری تجزیه و تحلیل شدند.
در روش کشت تک لایه  کشت و تمایز کندروژنیک در روش تک لایه:
ها، مایع رویی تخلیه گردید. سینه و سانتریفیوژ سلول)، بعد از تریپreyalonoM(
) سوسپانسیون negortivnIپلاک سلولی مجددا در محیط تمایزی غضروف (
خانه به صورت سوسپانسون  43سلول در کف هر چاهک  6-7× 151شدند. تعداد 
روز  53روز تعویض گردید. سلول ها برای مدت  3پخش شد و محیط تمایزی هر 
برای گروه کنترل از محیط کشت کامل یزی کشت داده شدند. با محیط تما
 استفاده شد.
 -گلیسرول فسفات -کشت و تمایز کندروژنیک بر روی داربست کیتوسان بتا
و  %17داربست های آماده سازی شده ابتدا توسط الكل هیدروکسی اتیل سلولز: 
 43یت استریل شدند. هر کدام از تكه های داربست در کف پل VUسپس اشعه 
سلول در مرکز هر داربست ریخته شد.پلیت  6-7× 151خانه قرار داده و تعداد 
سی سی محیط  5ساعت انكوبه شد. سپس به میزان  3حاوی سلول برای مدت 
کشت تمایزی به هر چاهک اضافه گردید. برای گروه کنترل از محیط کشت کامل 
ها برای مدت  سلول .استفاده شد. محیط کشت هر دو روز تعویض شد MEMD
 روز بر روی داربست کشت داده شدند. 53
برای بررسی سمیت داربست کیتوسان بتاگلیسرول فسفات  :TTMتست 
همانند  sCSDAاستفاده شد. سلولهای  TTMسلولز از تست هیدروکسی اتیل
ساعت  43خانه کشت داده شدند.  43در داخل پلیت های  "کشت و تمایز"بخش 
از هیدروژل به هر خانه اضافه گردید. هر دو  lµ 15شدن،  بعد از کشت و اینكوبه
 از محلول lµ 115روز  53روز محیط کشت همانند بخش قبلی تعویض شد. بعداز 
اینكوبه  79 0Cساعت در دمای  4به هر خانه اضافه شد و برای  TTMآماده 
 OSMDشدند. برای حل شدن کریستال های فورمازون، به همان حجم از حلال 
درنهایت گیرد. دقیقه در محل تاریک قرار می 15شود و برای ر خانه اضافه میبه ه
 قرائت شد.  نانومتر 171جذب نوری محلول بدست آمده در طول موج 
ها خانه، نمونه 43ها داخل پلیت روز بعد از کشت سلول 53 ارزیابی هیستولوژیكی:
فیكس  %4پارافرمالدهید دقیقه در  13به مدت  SBPبعد از دو بار شستشو با بافر 
ها ها اضافه شد. نمونهشدند. بعد از شستشو با آب مقطر، رنگ تولوئیدن بلو به آن
روز بعد از کشت سلول بر روی  53 سپس با میكروسكوپ نوری بررسی شدند.
و شفاف سازی از داربست ها  آبگیریها بعد از شستشو، فیكس، داربست، نمونه
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میكرونی با رنگ آمیزی تولوئیدن بلو رنگ  1ش های بلوک پارافینه تهیه شد. بر
 ها سپس با میكروسكوپ نوری بررسی شدند.شدند. نمونه
جهت ارزیابی ایمونوهیستوشیمی تشكیل غضروف،  ارزیابی ایمونوهیستوشیمی:
میكرونی، شفاف کردن و آب دهی، بافت ها در  1ها با برش های پس از تهیه لام
ها ها در ماکروفر انجام شد. لامدقیقه بازیابی لام 13استن فیكس شدند. به مدت 
شسته شدند. فعالیت   SBTsirT(-)enilas dereffubدر بافر 
دقیقه  1به مدت  % 17در اتانل  / %9 H2O2پراکسیدهیدروژن بافت ها با محلول 
ها با آنتی بادی اولیه نمونه SBTدر دمای اتاق خنثی شد. بعد از شستشو در بافر 
در دمای شب به مدت یک  negalloC itnA ydob itnA IIلاژن علیه ک
با مجددا ، SBTها دربافر بعد از شستشوی لامگراد انكوبه شدند. درجه سانتی 4
 L&H GgI tibbaR-itna taoGعلیه خرگوش  بزآنتی بادی ثانویه 
بعد از شستشو در سپس  ساعت انكوبه شدند. 3در دمای اتاق به مدت  )PRH(
دقیقه انكوبه و پس از  15به مدت   BADنمونه ها با سوبسترای SBTبافر 
دقیقه نمونه ها با استفاده از میكروسكوپ نوری  1شستشو با آب جاری به مدت 
 مورد بررسی قرار گرفت.
انجام شد.  SSPSنرم افزار  75آنالیز آماری، با استفاده از نسخه : آنالیز آماری
 و بیان شد AVONA yaW enOبا تست آماری  TTMهای تست داده
 .معنی دارد در نظر گرفته شد <p1/11
 
 
 یافته ها
روز بعد از کشت و تعویض اولین محیط  3 :شده کشت هایسلولمورفولوژی 
های دوکی شكل شبه فیبروبلاست با زوائد سیتوپلاسمی متصل به کشت، سلول
 13شده به های کشت داده روز، تراکم سلول 15فلاسک دیده شدند. بعد از کف 
 درصد رسید و پاساژ داده شد. 
 تجزیهه و :فلوسیتومتری روشبه سطحی مارکرهاینتایج حاصل از بررسی بیان 
های بنیادی مزانشیمی توسهط روش فلوسهیتومتری نشهان های سلولتحلیل مارکر
درصهد از  53/5به کف فلاسک بطور میانگین چسبیده  ،4های پاساژ داد که سلول
کهه از  09DCمهارکر سهلول هها درصد  99/3و حدود  501DCها مارکر سلول
را بیان کردنهد  های بنیادی مزانشیمی استرومایی استمارکرهای اختصاصی سلول
هها مارکرههای سهلول هماتوپوئیتیهک ماننهد کهه همهین سهلول). در حالی5(شكل
  ).3درصد بیان کردند (شكل 7را به میزان کمتر از  54DCو  13DC
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 فلوسایتومتری. منفی بودن مارکرهای سطحی استرومایی . بررسی 5كل ش
 )A) نسبت به گروه کنترل (C( 09DC) و B( 501 DCهای در گروه
 
-HCجهت ارزیابی تاثیر هیدروژل  TTMتست : TTMنتایج حاصل از تست 
بر میزان حیات سلولی در شرایط آزمایشگاهی انجام شهد. سهلول  CEH-PG-β
بهه  DOخل چاهک ها بر روی هیدروژل کشت داده شهدند میهزان هایی که در دا
 171ههای خوانهده شهده در طهول مهوج  DOمتوسط میزان ناچیز کاهش یافت. 
و برای گروه کشهت داده شهده بهرروی هیهدروزل  1/3>نانومتر برای گروه کنترل 
بوده که تفهاوت آمهاری معنهی داری را بهین دو گهروه نشهان نمهی دههد و  1/3≥
 ).9(شكل ه عدم سمیت داربست برای کشت سلولهای بنیادی می باشدتاییدکنند
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
منفی بودن مارکرهای سطحی سلول هماتوپوئیتیک در  . بررسی فلوسایتومتری.3شكل 
 )A) نسبت به گروه کنترل (C( 54DC) و B( 13 DCهای گروه
 
 
 
 
 
 
 
 
ه شده با کشت داد sCSDAhدر ارزیابی بقاء  TTM. نتایج تست 9شكل 
 )>p1/11. (9هیدروژل در روز 
 
های کشت داده شده در محیط نتایج ارزیابی هیستولوژی و ایمنوهیستولوژی سلول
های مزانشیمال در زایی سلولروز بعد از شروع تمایز، ظرفیت غضروف 53 تمایزی:
هر دو روش تک لایه و سه بعدی (داربست) از دیدگاه بافتی با رنگ آمیزی 
های کروی با هسته بلو مشخص گردید. در گروه کشت سه بعدی، سلولتولوئیدن 
بازوفیل شناسایی گردید که مورفولوژی متفاوتی نسبت به کشت تک لایه داشتند. 
میزان زیاد در اطراف سلول ها  علاوه بر این، ماتریكس خارج سلولی بازوفیل و به
سلولی در روش کشت ج ها و ترشح ماتریكس خاردیده شد ولی میزان تمایز سلول
ار اندک بود. برای نشان دادن وجود پروتئوگلیكان در ماتریكس ای بسیتک لایه
خارج سلولی، از رنگ آمیزی متاکروماتیک تولوئیدن بلو استفاده شد. رنگ آبی 
 ). 4نشانگر متاکروماتیک بودن و حضور ماتریكس غضروفی بود(شكل
با  3یتوشیمی برای کلاژن نوع برای تایید نتایج بدست آمده آنالیز ایمنوس
هایی که با استفاده از آنتی بادی مونوکلونال انجام شد. تفاوت در میزان رنگ سلول
های موجود در داربست میزان باند شده بودند حاکی از آن بود که سلول BAD
بدون داربست های با کشت تک لایه و ماتریكس بیشتری را نسبت به سلول
 ).1ده بودند (شكلمحیط تمایزی ترشح کر
0
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های بنیادی مشتق های غضروفی حاصل از تمایز سلول. تشكیل کولونی در سلول4شكل 
). A) و مقایسه آن با گروه کنترل (B( 53از بافت چربی در داربست کیتوسانی در روز 
 .μ 02=raB.×14آمیزی تولوئیدن بلو. بزرگنمایی رنگ
 
 
 
 
 
در  3ای نشانگر وجود کلاژن نوع وشیمی. رنگ قهوهآمیزی ایمنوهیست. رنگ1شكل 
) تراکم رنگ بیشتری B) (داربستباشد که در کشت سه بعدی (ماتریكس خارج سلولی می
 .μ 02=raB.. ×14باشد. بزرگنمایی ) مشهود میAای (لایهنسبت به کشت تک
 
 بحث و نتیجه گیری
 ،بافت چربی انسانی از سلول بنیادی مزانشیمیبا استفاده  در مطالعه حاضر
یک ساختار سه بعدی مناسب برای رشد و تمایز  CEH-PG-β-HCاسكافولد 
های ایجاد کرد. تعداد سلول  ortiV nIکندروژنیک سلول بنیادی در محیط 
به دلیل  ovivniو  ortivniبنیادی مزانشیمال در طی روند کندروژنز در محیط 
پتانسیل کندروژنز سلول های بنیادی از طرفی . )13-33(آپوپتوز کاهش می یابد 
. با توجه )93(نیاز دارد  oviv niو   ortiv niبه تراکم بالای سلولی در محیط 
به موارد فوق و نیاز بالای سلول در سلول درمانی، استفاده از سلول بنیادی 
مزانشیمال نسبت به سلول کندروسیت مناسب تر خواهد بود. در مطالعات زیادی 
توان تكثیری بالا دارند و می توانند به  sCSDAنشان داده شد که سلول های
های تمایز یابند. این نوع سلول انواع رده های سلولی از جمله کندروسیت ها
. اگر چه )43(بنیادی به وفور از بافت چربی با حداقل آسیب می توانند حاصل شوند 
مناسب تر از سلول  sCSMBدر مطالعاتی هم نشان داده شد سلول های
ولی مطالعات زیادی نیز نشان دادند  )5(برای کندروژنز می باشد  sCSDAهای
. در )3و13-73(از پتانسیل کندروژنی مناسبی بر خوردار هستند  sCSDAکه 
سلول درمانی برای ترمیم ضایعات غضروفی امكان استفاده از سوسپانسیون سلولی 
سلول بصورت لوکال به محل با محدودیت هایی همراه می باشد. روش هایی که 
ضایعه غضروفی بچسبد کمتر تهاجمی بوده و برای کاربرد بالینی جذابتر می باشد 
ها به غشاء سینوویال می سلول مزانشیمال، سلولداخل مفصلی . اما با تزریق )33(
چسبند و تنها بخش کوچكی از آنها در محل نقص غضروف دیده می شوند. با 
تزریق سلول بیشتر، سلول های بیشتری به محل نقص غضروف می چسبند، اما 
یش می یابند و تعداد سلول های که به غشاء سینوویال متصل می شوند نیز افزا
ین استفاده از را. بناب)33(موجب افزایش خطر ابتلا به تكثیر سینوویوم می شود 
پلیمرهای  داربست برای انتقال سلول به محل آسیب دیده مناسب تر خواهد بود.
طبیعی از قبیل کیتوزان، ماده ای زیست تخریب پذیر و زیست سازگار با میزان 
. میزان تخریب پذیری آن به درجه )93(تخریب سازمان یافته هستند 
با  داربست . در مطالعه قبلی نشان داده شد که این)19(داستیلاسیون بستگی دارد 
ن اینكه در مورفولوژی آن روز ، بدو 135در داخل بافت کبد بعد از جاسازی 
-β-HCزمان ژلاتینی شدن محلول داربست کوچک شد. ،تغییری ایجاد گردد
دقیقه است و این زمان برای سلول درمانی و انتقال دارو به  19حدود CEH-PG
کردن سلول به داخل ژل ارد و.  )hsilbup ton(داخل بافت عصبی کافی است
گزارش کردند  همكارانو  iredaN. )59(زمان ژلاتینی شدن را کاهش می دهد 
. در )39(دقیقه می رسد  13به  CEH-PG-β-HCاین زمان برای داربست 
هیدروژل ها، اتصالات عرضی، ویسكوزیته محلول را افزایش داده و بدنبال آن 
با افزایش دانسیته سلول  etaniglaدیفوزیون آن کاهش می یابد. در هیدروژل 
چه تراکم سلولی بالا برای سلول  ویسكوزیته بیشتر می شود. آنها دریافتند اگر
درمانی مناسب است، اما با افزایش ویسكوزیته و نیروی مكانیكی باعث آسیب 
. ویسكوزیته هیدروژل می تواند بر روی دیفوزیون آب، رشد )99(سلول می شود 
-PG-β-HC. داربست )49(سلول، تمایز سلول و آزاد شدن دارو اثر بگذارد 
شد، مهاجرت و تكثیر سلول های بافت  جاسازیکه به داخل بافت کبدCEH
. در این )65(گزارش شد و سمیتی هم مشاهده نشد داربست میزبان به داخل 
بالای سلول کشت داده شده بر میزان زنده ماندن  ،TTMمطالعه با انجام تست 
بدون مدیوم تمایزی حاکی از زیست با و  CEH-PG-β-HCروی داربست 
برای نشان دادن  می باشد. sCSDAسازگاری بالای مواد داربست در تماس با 
نفوذ و گسترش سلول در داخل داربست، تجزیه و تحلیل با میكروسكوپ نوری 
روز بعد از شروع کشت و تمایز، تصاویر هیستولوژی نفوذ بالا و  53انجام شد. 
یكی از مولكول های  GAGرا نشان داد. ذ داربست منافتشكیل کلونی داخل 
افزایش ارزیابی شد.  CSMماتریكس غضروفی برای بررسی تمایز غضروفی 
 .مشاهده شدلایه تکروز بعد از شروع تمایز در مقایسه با کشت  53در  GAG
شناسی نشان داد سلولهای تمایز یافته مشابه سلول کندروسیت ظاهر نتایج بافت
این امر نشان می دهد که سلول داشتند و یک تجمع سلولی را تشكیل دادند. گرد 
دارند. این مورد خوبی و با هم تعامل کرده ها سالم هستند و به طرف هم حرکت 
 به خوبی شناخته شده است که تراکم سلولی درجریان تكوین مفصل در محیط
سلول ممكن است در تمایز /. بنابراین تماس سلول)6(دهد می خر آزمایشگاهی
افزایش ترشح کلاژن  در این سیستم اهمیت داشته باشد. sCSMکندروژنیک 
 تمایزی در سیستمکشت محیطروز بعد از کشت سلول در حضور  53،  3نوع 
سه بود. (مونولایر) قابل مقای لایهتک) با سیستم کشت داربستکشت سه بعدی (
-PG-β-HCکند که داربست و گلیكوزآمینوگلیكان بیان می 3ترشح کلاژن 
در القاء تمایز کندروژنز پتانسیل بالایی دارد. بخصوص زمانیكه با کشت  CEH
مونولایر مقایسه می شود. نتایج این تحقیق نشان داد ترکیبات مشابه بافت های 
ه فاکتور های تمایزی وضعیت بكار می رود به همرا داربستبدن که در ساختار 
در مقایسه با کشت  sCSDA مطلوبی را برای القاء تمایز کندروژنز سلول
مونولایر ایجاد می کند. بنابراین استفاده از داربست های بیومتریال با فاکتور های 
تمایزی یک ابزار قدرتمند در بهبود پتانسیل کندروژنز می باشد و یک محیط بهتر 
های بنیادی مزانشیمی ایجاد ری برای تمایز کندروژنیک از سلولو بهبود یافته ت
 می کند.
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Treatment of cartilage damage for any reason is associated with temporary 
relief of joint pain. Providing the possibility of differentiating various stem cells into adult tissues can contribute to 
recovery and treatment of damaged cartilage tissue in skeletal system. In this study, chondrogenic potential of chitosan 
scaffold, CH-β-GP-HEC, with stem cells derived from human adipose tissue.  
METHODS: In this cross-sectional study, adipose tissue-derived stem cells were separated from abdomen of 15 
patients who underwent inguinal hernia repair. 6-7×105 cells were cultured in plate one-dimensionally and on chitosan 
scaffold three-dimensionally for 21 days. MTT assay was run to evaluate the toxic effect of scaffold on cell viability. 
Proliferation and differentiation of cells were studied in the two types of culture after toluidine blue staining. To 
confirm the formation of cartilage, expression of collagen type II was assessed by immunohistochemistry.  
FINDING: In MTT assay, the average OD for cells cultured on scaffold is higher than 0.8 compared with control 
group, which confirms the nontoxicity of scaffold for culturing stem cells (p>0.05). Chondrogenic differentiation of 
cells on scaffold shows more glycosaminoglycan deposition in the extracellular matrix compared with one-layer 
culture. Moreover, in group with three-dimensional culture system, cells were spherical and the morphology of nucleus 
was different from one-layer culture. Regarding immunohistochemistry results, increased synthesis was observed in 
collagen type II as chondrogenesis markers in three-dimensional culture system compared with one-layer culture.  
CONCLUSION: Results of the study revealed that hydrogel scaffold, CH-β-GP-HEC, with porous structure provides 
a better environment for the growth of mesenchymal stem cells and their differentiation into cartilage tissue. 
KEY WORDS: Chondrogenesis, Adipose Tissue, Mesenchymal stem cells, Chitosan, Scaffold 
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